






















































を形成する．ヒトにおいては，その直径は 30～60 μmであり，妊娠 16週以降の胎生期に形







胞膜と外卵胞膜へと分化する（Hirshfield et al., 1991）． 
二次卵胞までの卵胞発育は，性腺刺激ホルモン非依存的に進行する．この間は，卵直径
は著しく増大するが（Schultz and Wassarman, 1977），この時期の卵を卵胞から回収して体外
培養しても卵の減数分裂は再開せず，受精能力も持たない（Baehvarova et al., 1985）．すなわ
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ち，胞状卵胞の発育に伴う卵の機能獲得が，雌性配偶子形成に重要であることがわかる．
この胞状卵胞においては，顆粒膜細胞に卵胞刺激ホルモン（follicle stimulating hormone: FSH）
受容体が発現し，卵胞内膜（内莢膜細胞）に黄体形成ホルモン（luteinizing hormone: LH）受
容体が発現している（Kobayashi, 1990）．脳下垂体から分泌される FSHと LHがこれら受容
体を刺激し，内夾膜細胞でアンドロジェンが合成され，顆粒膜細胞においてエストロジェ
ンへと変換される（Mcnatty et al., 1980; Hillier, 1991）．アンドロジェンは，初期の胞状卵胞
の発育を促進すると考えられているが，それが高濃度維持されるとその後の卵胞発育は停
止する（Westergaard et al., 1986）．したがって，FSH依存的なエストロジェンへの変換が，
十分発育した卵胞を形成するために必須であると考えられている．実際に，エストロジェ
ン受容体の遺伝子欠損マウスは，卵胞発育過程の顆粒膜細胞の増殖が不十分であり，かつ
排卵準備が完了しないため，産子数が著しく低いと報告されている（Lubahn et al., 1993; 




が不十分になり，卵胞発育が継続しない（Fauser and Van Heusden, 1997）．ヒトにおいては，
この FSH 濃度低下条件下でも発育が継続する卵胞と，その条件では停止する卵胞との選別
により（卵胞選択），排卵に至る直径 15 mm以上の主席卵胞が１つのみ選択される（Block, 
1951; Hodgen et al., 1982）．主席卵胞の成長は，直径が 16～29 mmに達するまで継続し，多
量のエストロジェンが産生され，血中濃度が高まる．このエストロジェンは，脳下垂体に
おける LH 産生細胞を刺激し，一過的な LH 分泌（LH サージ）を引き起こし，これが充分
に発育した主席卵胞の顆粒膜細胞に発現する LH受容体を刺激することで，排卵が引き起こ




直ちにタンパク質へと翻訳されない母性 mRNA （maternal mRNA）として蓄積される 
（Brevini- Gandolfi et al., 1999）．その中には，Cyclin B1や Mosなどの減数分裂時に翻訳され
るものが含まれており，これらを発現しない遺伝子欠損マウスでは，正常な減数分裂の進
行が認められない（Araki et al., 1996; Brandeis et al., 1998）．さらに，直ちに翻訳されるもの
においても，Cyclin B2は Cyclin dependent protein kinase type I（CDK1）と結合し，CDK1の
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リン酸化状態による活性化制御に関わっている（Clarke and Karsenti, 1991）．すなわち，Cyclin 
B2と結合した CDK1は，スレオニンとセリンがリン酸化されている状態では不活性状態で
あり，それが脱リン酸化されることで活性化し，核膜を裏打ちするビメンチンやラミンを








れるようになる（Durinz et al., 1995）．一方で，直径 5 mm程度の胞状卵胞では，排卵刺激を
引き起こすエストロジェンの分泌は不十分であり（Tsuji et al., 1985），かつ排卵刺激を感受
する LH受容体が顆粒膜細胞でほとんど発現していない（Takao et al., 1997）．上述のように，
排卵準備の完了には，卵胞直径が15 mm以上にまで発育する必要があることから，直径5 mm
程度の卵胞には，卵の減数分裂再開抑制因子が存在すると考えられる．Downs et al. (1985) は，
直径 5 mm程度のブタ卵胞から卵胞液を回収し，卵胞液中の減数分裂再開抑制因子を探索し
た結果，ヒポキサンチンを同定した．その後の研究により，ヒポキサンチンが cAMPや cGMP




分泌する natriuretic peptide precursor type C（NPPC）と，卵丘細胞に発現する受容体（NPR2）
の重要性も報告されている．NPPCは，NPR2に作用すると，卵丘細胞で cGMPが合成され，
これがギャップジャンクションを介して卵へ移行する（Zhang, 2010; Kawamura et al., 2011）．
cGMPは，卵に特異的に発現する phosphodiesterase type III B（PDE3B）を抑制するので，卵








粒膜細胞が発現，分泌する因子に対する受容体もほとんど持っていない（Park, 1991; Mattioli, 
1994; Hizaki et al., 1999）．そのために，これらの刺激は，卵丘細胞を介して感受し，卵成熟
を開始する．排卵刺激により顆粒膜細胞が発現，分泌する因子として，epidermal growth factor
（EGF）like factor，プロスタグランジン，プロジェステロンがあり，EGF 受容体の欠損マ
ウス（Hsieh et al., 2007）や，プロジェステロン受容体の欠損マウス（Montgomery et al., 1995），
プロスタグランジンの合成酵素欠損マウス（Lim et al., 1997）が排卵数を低下させることか





体を形成させる（Kessel et al., 1985; Kawashima et al., 2008）．ラットにおいても，エストロジ
ェンが顆粒膜細胞を刺激し，EGFR の発現を増強させることが報告されていることから









は再開することになる．Pincus and Enzyman (1935) は，ウサギの卵巣から未成熟卵を回収し，
グルコースを主成分とするリンゲル液中で培養した結果，減数分裂の再開が観察されたと
報告している．Edwards (1965) は，グルコースと様々なアミノ酸類やビタミン類を構成成分














性成熟前の生後 15 日齢のマウスから回収した卵は，減数分裂を再開できない（Sorensen 
and Wassarman, 1976）．しかし，未成熟マウスに FSH製剤（PMSG）を投与すると，採卵数
が増え，体外成熟培養（in vitro maturation: IVM）により減数分裂を再開し，第二減数分裂中
期に到達する（Schroeder et al., 1984, 1989）．また，性成熟したマウスにおいても，PMSG未
投与マウスから回収した卵の第二減数分裂中期への到達率（MII率）は 50 %程度であるが，
PMSG投与後に回収した卵のそれは90 %以上と報告されている （Cross and Brinster, 1970）．
さらに，Cross and Brinster (1970) は，卵丘細胞の付着の有無により成熟培養後の MII率を比




complex: COC）を成熟培養しても，依然として IVF 後の受精率は体内成熟卵に比べて有意








現遺伝子解析により，近年明らかにされてきたものである（Richards, 2001; Park et al., 2004; 
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Conti et al., 2006; Fan et al., 2009）．初期の IVMでは，卵丘細胞に受容体があり，LHサージ
時に付随的に下垂体から分泌される FSH が卵丘細胞を刺激し，卵成熟を開始させると想定
され，非生理的な高濃度の FSH製剤を添加する実験が行われた．Minato and Toyoda (1982) は，
ブタの卵巣内の 2~5 mm の小卵胞から卵子回収を行い，成熟培地に FSH 様の作用を示す
PMSG，あるいは LH作用を示す hCG（human chorionic gonadotropine）を添加した結果，80 %
程度の卵がMIIへと減数分裂を進行すると報告した．成熟培地への hCGや LH単独添加が，
卵丘細胞を刺激して，卵丘細胞の膨潤（卵丘細胞間へのヒアルロン酸蓄積）を引き起こし，
卵成熟を開始させるとの報告は，他にも多数ある（Yoshida et al., 1989; Mattiolli et al., 1991）．
しかし，hCG や脳下垂体から抽出した LH は，FSH 作用も示し，一般的に市販されている
LH では 10 %以上の FSHが混雑している．そこで，高純度の LHを用いた研究が行われ，
LH 単独添加では小卵胞から回収した COC を刺激しないことが明確にされた（Chen et al., 
1994; Choi et al., 2000）． 
FSH製剤の最適添加時期を検討した Funahashi et al. (1994) は，3~6 mmの小卵胞から採卵
した COCを培養した場合，培養前半での PMSG添加は受精率を向上させるのに対し，それ
を継続的に添加した培地では，培養後半を PMSG 無添加で培養した COC に比較して，MII
率に変化はないが，受精率は減少することを報告した．また，培養後半に hCG 単独添加培
地に COCを移動させることで，受精率がさらに向上することを認めた．Shimada et al. (2003) 
は，FSH添加培地でブタ COCを培養することにより，20 時間以内に卵丘細胞に LH受容体
が発現することを明らかにした．さらに，20 時間以降は LH 単独添加培地で培養すること
で，卵成熟が引き起こされ，FSHで継続的に培養した COCの受精率，胚盤胞期胚への発生
率に比較して，有意に高いことを示している（Okazaki et al., 2003）．Kawashima et al. (2008) は，
ブタにおいても顆粒膜細胞で LH刺激により EGF like-factorの発現上昇が起こることを認め，
FSH添加培地で前培養することで LH受容体と EGF 受容体を発現させ，それを LH + EGF
添加培地で刺激する新たな培養系を構築した．これにより，IVF を行い 40 %程度を胚盤胞
期胚へ発達させることに成功した．Yamashita et al. (2011) は，ブタ COCの培養において，


















ト卵巣から反復的に成熟卵を回収することが可能となった．さらに，Steptoe et al. (1978) は，
発生能の低かった体外成熟卵に代わり，この方法を用いて，体内成熟卵を回収し，IVFによ
り世界初の体外受精児 Lowise Brownを誕生させた．自然周期（外因性 FSHを投与しない）
での採卵は，ヒトは単一排卵の動物であるため，成熟卵を 1 つしか採卵できない．実際に
初期の症例では，40 症例以上の採卵を行っても獲得した成熟卵は 19 個のみという採卵成
功率は非常に低いものであった（Jones, 2008）．採卵の成功率を向上させるため，ヒト由来
の FSH活性を持つヒト閉経性腺刺激ホルモン（human menopausal gonadotropin: hMG）を用
いた卵巣刺激法が注目された．hMGは，更年期女性の尿中に多量に排出される FSH様作用









1951; Hodgen et al., 1982）．また，一部の反応した卵胞は，排卵してしまうため，採卵できな
い症例が多いという問題があった（Jones et al., 1984）． 
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LH サージは，胞状卵胞が合成，分泌したエストロジェンにより視索前野ニューロンが
gonadotropin-releasing hormones（GnRH）を分泌し，これが脳下垂体の LH産生細胞の GnRH
受容体に作用し，一過的な放出が引き起こされる現象である（Young et al., 1976; Mais et al., 
1986）．継続的でなく，一過的な分泌であるのは，GnRH が作用することで受容体が分解さ
れ，その発現も抑制されることに起因している（Chappel et al., 1981）．そこで，hMG投与開
始前に GnRH agonist を複数回投与することにより，脳下垂体の LH 放出機能を消失させる
手法が開発された（Porter et al., 1984）．本法と LH製剤である hCGを用いることで，排卵を
人為的に誘導することが可能となって以降，エストロジェン受容体拮抗剤や GnRH 拮抗剤
（GnRH antagonist）など，自発的な LHサージ抑制下での卵巣刺激法が IVFの標準的手法と
なっている（Edwards, 2007）．これにより，多数の卵胞を発育させ，hCG投与により卵成熟
を開始させることが可能となり，ヒト IVF により不妊治療の成功率を飛躍的に向上させ，
この方法により世界中に 500 万人以上の体外受精児が誕生している（Adamson, 2012）． 
この卵巣刺激周期において，発育した胞状卵胞の直径の違いにより，その中にある成熟
卵の受精率，移植後の妊娠率に有意差があると報告されている．Brength et al. (1998) は，16 
mm以上とそれ以下で卵胞直径を区分し，その卵の受精率および胚移植後の妊娠率が，16 mm
以上の卵胞から回収した卵で有意に高いことを示した．Ectors et al. (1997) も，16 ~23 mm





このため，卵胞直径を 16 mm以上に発育させるには，大量かつ長期間の FSH製剤投与が必
要となる．一方，卵巣刺激により末梢血 estradiol（E2）濃度が 2500 pg/ml 以上となる FSH
製剤への反応性が良い症例（多数の卵胞が発育する）では，採卵後に形成される黄体数も
増加することで多量のプロジェステロンが分泌され，それにより卵巣過剰刺激症候群が
20 %程度で認められる（Gera et al., 2010）．卵巣過剰刺激症候群は，脳梗塞や心筋梗塞，肺
梗塞などの生死に関わる重篤な症状を引き起こすことから，過度の卵巣刺激を回避する必
要性がある（Calorina et al., 2010）．したがって，低反応性の患者や卵巣過剰刺激症候群のリ
スク回避のため，過度の卵巣刺激を必要としない IVMに再度注目が集まっている（Marcus et 
al., 2006; Edwards, 2007）． 
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1‐4 体外成熟卵のヒト不妊治療への臨床応用および問題点 
ヒト IVMの臨床応用では，1991年に Cha (1991) によって初めて妊娠例が報告された．し












Chian et al. (2000) は，COCを卵胞液中に遊離させることを目的として，採卵前にヒト絨




胞から回収される卵数は，hCG投与の有無に関わらず変化しなかった（hCG投与: 7.8 ± 3.9
個，hCG非投与: 7.4 ± 5.2個）．一方，培養による卵の減数分裂再開と進行には，hCG投与
による正の効果があり，hCG 前投与区では培養 30 時間以内に半数以上が MII に到達した．
さらに，IVF 後の発生能も hCG 投与により高まることが示された．ヒト顆粒層細胞の LH
受容体は，12~15 mm以上の卵胞で初めて発現が開始されることから（Takao et al., 1997），










を確保することができる（Adams et al., 1985）．一方，低反応性症例や卵巣過剰刺激症候群
回避を目的とした IVMを実施するためには，採卵前の外因性の FSH投与により，10 mm程
度まで数多くの卵胞を発育させる必要がある．Suikkari et al. (2000) は，正常月経周期の女
性を対象として，黄体期後期から低量の FSH 製剤を 2~5 日間投与後に採卵を行った．自然











くなる．Yamashita et al. (2003) は，300 μlの培地中で培養するブタ卵丘細胞・卵複合体数を
変化させ，それが卵の減数分裂再開に及ぼす影響を検討した．その結果，個数依存的に減
数分裂再開が早期に認められること，この誘導と卵丘細胞が分泌するプロジェステロン量
（培地中濃度）に正の相関が認められることを報告した．Byskov et al. (1995) は，卵丘細胞
が maturation activating sterolを合成・分泌し，それが卵に直接作用して，減数分裂再開を誘




た条件で採卵した COC の IVM では，要求される外因性ホルモンの種類および量にも違い
があると推察されるが，それを検証した報告は全くない． 
さらに，卵胞発育期に卵丘細胞数が増加する過程で，卵が分泌する growth differentiation 
factor-9（GDF9）や bone morphogenetic protein 15（BMP15）が卵丘細胞の解糖系やコレステ
ロール合成系，脂質合成系を活性化させるとの報告がある（Su et al., 2008）．卵は，解糖系
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を持たないこと，分子量 1 万以下の物質はギャップジャンクションにより卵丘細胞から卵
へと輸送されていることから（Grazul-Bilska et al., 1997），IVMに用いる COCにより，栄養
要求性もまた大きく異なっている可能性が示唆される．家畜の IVM に用いられている培地
は，初期にはグルコースのみでなくアミノ酸類，脂肪酸類など栄養素に富んだ TCM199 が
用いられていた（Morgan et al., 1950, 1955; Edwards, 1965; Cross and Brinster, 1970; Moor and 
Trounson, 1977）．しかし，これではMIIには到達するが，受精能や発生能が低いことから，
栄養源をグルコースのみや，アミノ酸添加量を低減した限定培地が用いられるようになっ


























未成熟卵の体外成熟培養（in vitro maturation: IVM）では，卵を直接覆う卵丘細胞が付着し
た卵・卵丘細胞複合体（cumulus oocyte complex: COC）を用いる．これは，卵丘細胞の付着
が見られない裸化卵の培養では，成熟後の受精能および発生能が著しく低いことに起因し
ている（Yamauchi and Nagai, 1999）．実際，ウシIVMにおいて卵の成熟率，受精率，胚発生




れないこととなる（Block et al., 1951; Hodgen, 1982; Bird, 1987）．そこで，卵丘細胞の増殖
を促すホルモン処理を行い，複数個の形態良好なCOCを回収する手法を開発する必要があ
る． 
 follicle stimulating hormone（FSH）は顆粒膜細胞のアロマターゼ発現を誘導し，それが卵
胞膜で合成されたテストステロンをestradiol（E2）へ変換して，卵胞内の局所的E2濃度を飛
躍的に高める（Erickson et al., 1978, 1979; Hiller et al., 1979）．未成熟ラットへのE2あるいは
FSH単独投与は，顆粒膜細胞と卵丘細胞において細胞周期調節因子Cyclin D2を発現させ，細
胞増殖を促進することが報告されている（Robker and Richards, 1998）．E2受容体にはERαと
ERβがあるが（Jensen et al., 1962; Kuiper et al., 1996），顆粒膜細胞や卵丘細胞で発現するERβ
遺伝子欠損マウスにおいて，胞状卵胞における卵丘細胞数が低値であることも報告されて




の回収数を有意に増加させる（Goodhand et al., 1998）．また，回収したCOCのIVM後の受精
および胚発生能も向上したと報告されている．  
ヒトIVMにおいて，採卵前のFSH投与効果について検討したWynn et al. (1998) は，ヒト多
嚢胞性卵巣患者から回収されるCOC数がFSHにより増加し，その回収されたCOCに付着する
卵丘細胞数も未投与患者と比較して二倍程度に増加したと報告している．Suikkari et al. 
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(2000) やMikkelsen and Lindenberg (2001) も多嚢胞性卵巣の女性において，採卵前のFSH投






（LH）が増加し，正常月経周期の女性と比較し，LH/ FSH比が増加している（Lobo et al., 1981; 
Shterev et al., 1982）．その結果，卵胞内はアンドロジェン優位であり，この高濃度のアンド
ロジェンが顆粒膜細胞や卵丘細胞の生存性，機能性を低下させている（Mori et al., 1982; 
Erickson et al., 1992; Billig et al., 1993; Willis et al., 1998; Jakimiuk et al., 2001）．しかし，FSH
を投与することで，体内のLH/ FSH比が下降するため，正常月経周期の女性と同様に，E2優
位な健康な卵胞内環境となる（Teisser et al., 1999, 2000）．これが，多嚢胞性卵巣の患者のIVM
において，採卵前のFSH投与について正の効果が認められた原因であれば，他の要因により
不妊となり，IVMを実施する必要がある症例において，FSHを投与する効果はないのかもし
れない．実際に，Trouson et al. (1998) やMikkelsen et al. (1999) は，正常月経周期女性での採
卵において，採卵数は変わらず，IVM後の卵成熟能，胚発生能，妊娠能のどれにおいても
FSH投与の有効性は確認できなかったと報告している． 
しかし，Suikkari et al. (2000) は，正常月経周期の女性において前周期の黄体期からFSH投
与を行うと，自然周期で採卵した他の報告（Trounson et al., 1994; Mikkelsen et al., 1999）に比
べ，採卵数や成熟率・受精率が向上したことを報告している．さらに，卵胞期中期でのFSH
投与による卵胞選択の遅延によって，小卵胞の閉鎖卵胞への移行を阻害すること（Macklon 

















FSH 投与周期区では腹腔鏡検査施行 3 日前（月経開始日～9 日後）より Fertinorm P（Merck 





腹腔鏡検査時に 18 Gの採卵針（COOK MEDICAL INC, Bloomington, USA）を用いて，直
径が 5～10 mm卵胞から採卵を行った．吸引回収した卵胞液を直ちに最終濃度 0.05 % (w/v) 
PVP（Polyvinylpyrrolidone; Sigma-Aldrich Co., St Louis, USA），10 % (v/v) SSS（Serum Substisute 
Supplement; Fuso chemical Co., Tokyo, Japan），3 mg/ml penicilline（Meiji Seika Pharma Co., Ltd, 
Tokyo, Japan），4 μmol/ml hypoxanthin（Sigma），3 % (v/v) heparin（Novo-Heparin; Mochida 
Pharmaceutical Co., Ltd, Tokyo, Japan）を添加した Hepes-medium 199 （Life Technologies Co., 
California, USA）と懸濁し，顕微鏡下で COCを回収した．回収した COCを 37 ℃のインキ
ュベーター内で保温した新しい回収用培地を充填した 4穴ディッシュ（NUNC, Rochester, 
New York, USA）に移した． 
採卵時 COCのグレーディング 
採卵後の COCを倒立顕微鏡下で観察し，卵丘細胞層数によりグレード分類を行った．卵
丘細胞層数が 5層以上であればグレード A，3~4層はグレード B，2層以下はグレード Cと
分類した（図 1）． 
IVM 
回収した卵を 200 mIU/ml FSH（FertinormP; Merck Serono Co., Darmstadt, Germany），1 IU/ml 
hCG（Profasi; Merck Serono Co., Darmstadt, Germany），0.6 nmol/ml cystein（Sigma），10 % (v/v)
19 
男性血清を添加した medium 199（Life Technologies）150 μlの入った 96穴ディッシュ（NUNC, 





6 % CO2，4 % O2，90 % N2で平衡化した 10 % (v/v) SSS（Fuso）を添加した HFF（Fuso）で
希釈し，500 × gで 8分間の遠心洗浄を行った．遠心後，HFFで希釈した沈渣とテストヨー
クバッファー（IS Japan Co., Saitama, Japan）を懸濁し，エッペンチューブに入れ，二日間冷
蔵保存した． 
顕微授精前の精液調整では，腹腔鏡検査当日から冷蔵保存した精液を遠沈管（Falcon 2095; 
Becton, Dickinson and Co., New Jersey, USA）に移し，HFFと懸濁し 500 × gで 8 分間の遠心
洗浄をおこなった．得られた沈渣を HFFと再懸濁した． 
顕微授精から胚培養 
ディッシュ（Falon1008; Becton, Dickinson）の蓋に PVP（IS Japan）ドロップ，精子浮遊液，
10 % (v/v) SSSを添加した Hepes-HFF（Fuso）のドロップを作製し，ミネラルオイル（Fuso）
でカバーし，顕微鏡下で Hepes-HFFドロップにMII卵を移動した．精子浮遊液内で運動性
が高く形態良好な精子の尾部をインジェクションピペット（Origio Co., Malov, Denmark）で
叩いて不動化した．不動化した精子をインジェクションピペットで吸引し，ホールディン
グピペットで第一極体を 6 時もしくは 12時の方向で固定した卵に精子を 3時の方向から
注入した． 
顕微授精から 20時間以内に受精確認を行った．受精が確認できたものは Blast assist 
System 1（Origio）の 30 μlドロップで 3日間培養し，その後 BAS 2（Origio）ドロップで培
養した． 
胚の凍結保存 




従って凍結し（Yokota et al., 2000），液体窒素内で保存した．  
胚の凍結融解胚移植 
27～30 ℃の恒温槽でシュークロースを融解し，ストロー内の凍結溶液を混和した．封入
した胚を凍結溶液と共にファルコン 3002に出して 5分静置し，37 ℃，6 % CO2，4 % O2，






各実験のデータは医学統計解析ソフト Sarh Base（Meditech Luke Ltd, Oita, Japan）を用いて
スチューデントの t検定，Statcel -The Useful Addin forms on Excel-（OMS publishing Inc, 




ード C COC以上）が 1個以上採卵できた症例の割合，採卵によって回収された COC平均
個数，回収された COC総数，採卵できた COCのグレード別での回収個数，末梢血ホルモ
















のグレード分布を表 1に示した．自然周期区（n= 108）と FSH投与周期区で（n= 98）患者
の年齢・月経周期に有意差は認められなかった．グレード C COC以上のグレードが１個で
も採卵できた症例は，自然周期区の 52.7 %に比べ，FSH投与周期区で 72.4 %と有意に増加
した（P< 0.01）．採卵あたりの培養可能な COC数は自然周期区で 1.58 ± 0.11個であったが，
FSH投与周期区では 1.94 ± 0.12個であり，後者が FSH投与により有意に増加した（P< 0.05）．
一方，自然周期区と FSH投与周期区で採卵された COCにおいて，COCのグレード分布に








E2濃度においては，FSH投与周期区で 155.56 ± 18.69 pg/ml，自然周期区で 99.39 ± 10.53
pg/mlであり，前者が後者より有意に高かった（P< 0.01）．P4濃度および P4/E2 比は，FSH
投与周期区と，自然周期区との間に有意差は認められなかった．  
【実験 2】 




然周期区: 15.4 %; FSH投与周期区: 36.4 %）． 
自然周期区と FSH投与周期区において，採卵時の COCグレード別に IVM後のMII率と
各胚発生率の比較を行った（図 3）．まず，自然周期区ではMII率，受精率のそれぞれに採




が各発生への到達率が高く，受精率は 68.4 %，桑実期胚到達率は 52.6 %，胚盤胞期胚到達
率は 42.1 %であった．グレード C COCでは受精率 33.3 %，桑実期胚到達率 16.7 %，胚盤
胞期胚到達率 16.7 %と各発生への到達率が最も低く，グレード B COCと比較して，受精率，










ド B COCが最も高かった（グレード A: 40.0 % ; グレード B: 70.0 % ; グレード C: 45.5 %）．
グレード A COCでは，1症例に胚移植を施行したが，妊娠例は得られなかった．グレード
B COCの妊娠率は 44.4 %，流産率 25.0 %，グレード C COCは妊娠率 66.7 %，流産率 16.7 %
であった．妊娠率，流産率においてグレード B COCとグレード C COCの間に有意差は認め





くある（Wynn et al., 1998; Suikkari et al., 2000; Mikkelsen and Lindenberg, 2001）．一方，正常
月経周期の女性において採卵前の外因性 FSH投与の有効性ははっきりとした結論が出てい
ない．正常月経周期の女性において外因性 FSH投与が有効であったと報告している Suikkari 











































程に移行することで発生能が向上することが報告されている（Kawashima et al., 2008）．既
に十分な卵丘細胞が付着しているグレード A COCでは，培地中 FSHによる細胞増殖効果は
必要ではないと考えられた．このため，卵丘細胞の増殖期間が必要でないグレード A COC
では，培地中の hCG作用による卵成熟過程の開始が卵丘細胞層数の少ないグレード B，C 
COCよりも早いため，過熟卵となった可能性が考えられた．このようにグレード A COC で
は IVMでの FSHの細胞増殖作用は必要ではないと考えられるが，FSHは細胞増殖以外にも
卵丘細胞の LH受容体の形成を行うことが知られている（Zeleznik et al., 1974; Richards et al., 
1976; Erickson et al., 1979）．採卵時の卵丘細胞には LH受容体はほとんど発現していないた
め（Peng et al., 1991; Chen et al., 1994; Jeppesen et al., 2012），培養系への FSH添加が必要と
なる．ブタにおいては IVMでの FSHによる機能的 LH受容体の形成は培養後 12時間以降
で急激に増加することが報告されている（Shimada et al., 2003）．このため，ヒト IVMにお





FSH投与周期区において，グレード A COCよりも発生能が高かったのは 3~4層の卵丘細




実験 3より，最も発生能が高かったグレード B COCでは胚盤胞期胚に達した 70 %が形態
良好で凍結保存が可能であった．凍結融解後の胚移植において，FSH投与周期区全体では
妊娠率は 52.6 %であった．採卵時の卵丘細胞別に妊娠率を比較すると，グレード B COCと
グレード C COCで同程度の妊娠率であった（グレード B COC: 44.4 %; グレード C COC: 




















に変化は無く，両周期共にグレード B COCの割合が最も高く 50 %以上であった．また，FSH
投与により採卵率や，平均採卵個数が有意に増加した．末梢血ホルモンでは FSH 投与によ
り E2濃度は有意に増加し，LH/FSH比は有意に減少し，P4/E2濃度は減少傾向にあった． 
本章実験 2 より，FSH 投与周期区で，自然周期区と比較し，受精後の胚発生能は向上し
た．卵丘細胞層数により，COC の受精後の発生能は異なり，FSH 投与周期区のグレード B 
COCが 42.1 %と最も胚盤胞期胚到達率が高かった． 
本章実験 3では，FSH投与周期区において発生能が最も高かったグレード B COCにおい
て，凍結率（70 %）が最も高かった．FSH投与周期区で発生能が最も低かったグレード C COC
において，凍結後の妊娠率（66.7 %）と流産率（16.7 %）はグレード B COC（妊娠率: 44.4 %; 
流産率: 25.0 %）との間に有意差は認められず，同程度の妊娠能を有していることが示され











Good morphology group 







第二章より，ヒト体外成熟培養（in vitro maturation: IVM）によって得られた成熟卵による
体外受精後の発生能が，採卵時の卵・卵丘細胞複合体（cumulus oocyte complex: COC）に付
着した卵丘細胞層数により異なることが明らかになった．この事実から，卵丘細胞層数に
よりIVMにおける培養条件を変えることが有効である可能性が示唆された．follicle 
stimulating hormone（FSH）投与周期区で採卵されたCOCでは，全体の50 %以上がグレード B 
COCであり，それらCOCの発生能は高く，40 %以上が胚盤胞期胚に達した．グレード C COC
も全体の約30 %を占めたが，これらの発生能は低かった．したがって，ヒトIVMの技術的
向上のためには，グレード B COCに次いで採卵数の多かったグレード C COCに適した培養
条件を検討する必要がある．ヒトでは，体外成熟卵よりも体内成熟卵の発生能が高いこと





される（Richards et al., 1994, 1998）．近年のマイクロアレイを用いた網羅的解析により，LH
サージ後に顆粒膜細胞から局所性の生理活性因子が放出され，それが卵丘細胞に作用する
ことで，上記の卵丘細胞の機能的変化を伴った卵成熟が誘起されることが明らかになって
きた（Richards, 2001; Park et al., 2004; Conti et al., 2006; Fan et al., 2009）．具体的には，LHサ
ージにより卵胞内のestradiol（E2）濃度は減少し，progesterone（P4）やprostaglandin E2（PGE2），
EGF like factorが排卵前卵胞で増加することが報告されている（Ainsworth, 1980; Sirois et al., 
1992; Wong et al., 1992; Richards, 1994; Joyce et al., 2001）．PGE2の受容体は卵丘細胞に発現
し，その刺激はcAMPを増加させる（Breyer et al., 1996; Takahashi et al., 2006）．このcAMP
の増加はprotein kinase A - cAMP responsive element binding protein （PKA-CREB）系を活性化
し，それによりEGF like factorの発現および放出が亢進され，卵丘細胞の膨潤と卵成熟が引
き起こされる（Park et al., 2004）．また，LHサージは，顆粒膜細胞におけるCyp11a1やStar
の発現を上昇させ，Cyp19a1発現を低下させることで，卵胞内をP4有意な環境へと変化させ
35 
るが（Richards, 1994; Richards et al., 2001; Sue, 2006），このP4は卵丘細胞にはパラクライン










膜細胞と比較し，著しく低いことが報告されている（Peng et al., 1991; Chen et al., 1994; 




ピークとしてLH 受容体の形成と正の相関が認められることが報告されている（Okazaki et 
al., 2003）ことから，培地中に添加するFSH濃度の適正値が存在することが考えられた．FSH
の体外成熟培養系への添加は，LH受容体の形成以外にも，受精後の胚発生能を向上するこ
とが報告されている（Armstrong et al., 1991; Moor et al., 1998）．しかし，培養後期までの継
続的なFSH単独添加環境は，卵の発生能を低下させるとの報告もある（Funahashi et al., 1994）.
したがって，FSHの至適濃度とLHとの最適な組合せを検討するために，FSHやLHの作用機
序と生理的役割を解明する必要があると考えられる． 
FSH受容体は，LH受容体とは異なり恒常的に卵丘細胞上に発現し（Van et al., 1996; 
Jeppesen et al., 2012），FSHが作用することでcAMPを生産させる（Mattioli et al., 1994; Sirad et 
al., 2007）．卵丘細胞におけるcAMP量を直接的にforskolinにより制御すると，低量では卵丘
細胞の増殖を促進し，高濃度ではP4生産を促す（Shimada et al., 2002）．一般的にIVMでは，
卵胞発育期を模倣するような低濃度のFSH添加量ではなく，その100倍ほどの高濃度FSHが
添加されるために，卵丘細胞でcAMP合成が著しく亢進される結果，体内では起こりえない




も増加することが報告されている（Shimada et al., 2002）．さらに，ブタCOCのFSH，LHを
添加したIVMにおいて，培養系にさらにP4受容体のantagonistを添加した場合，卵丘細胞は膨
潤せず，胚盤胞期胚到達率も著しく低下したことが報告された（Shimada et al., 2004 a, b）．
また，ブタにおいてFSH，LHを添加してCOCを単独培養した場合，卵丘細胞によって分泌
されるP4分泌量の不足からGVBDの遅延が起こり，外因性P4（培地中濃度: 20 ng/ml）を培養























C，6 % CO2，4 % O2，90 % N2のインキュベーター内で平衡化した medium 199（Life
Technologies Co., California, USA）入りの 4穴ディッシュに採卵した COCを移し，3～5時間
の前培養を行った．その後，0.6 nmol/ml システイン（Sigma-Aldrich Co., St Louis, USA）と
10 % 男性血清を添加した medium 199を基本培地として，20あるいは 200 mIU/ml FSH
（Merck Serono Co., Darmstadt, Germany），および 1 IU/ml hCG（Profasi; Merck Serono）を
添加し，培養を行った．一部の処理区では，200 mIU/ml FSH，1 IU/ml hCGに 20 ng/ml P4（Sigma）
を添加した．これらの IVMは，いずれも 96 穴ディッシュ内（NUNC, Rochester, New York, 
USA）で各 wellに 1つの COCを入れた個別培養条件で約 44 時間行った． 
前章で示した方法と同様に，培養終了後に卵丘細胞を除去し，第一極体の有無を確認し
た．第一極体が確認されたMII卵に顕微授精を行った．受精後，5 日あるいは 6 日まで培
養を行った．  
P4濃度測定 
培養開始 20 時間時点もしくは培養終了（約 44 時間）後に培地を 10 μl採取し，免疫学
的測定法による自動測定装置（AIA1800; Tosoh, Japan）で測定を行った． 
培養後の卵丘細胞における膨潤状態の観察 
培養終了後に卵丘細胞の膨潤状態を観察した．卵丘細胞が著しく膨潤した COCを膨潤 2 
＋＋，卵丘細胞が膨潤した COCを膨潤 1＋とし，IVM後に卵丘細胞が膨潤した COCとし
て図４aに示した．IVM後に卵丘細胞が膨潤しなかった COCとして，卵丘細胞が卵から分





であった卵の卵丘細胞から SV Total RNA Isolation System （Promega KK, Tokyo, Japan）を用
いて RNAを採取した．得られた RNAを Access RT-PCR System （Promega）を用いてプロ
ジェステロン受容体（Pgr）と β- actinを標的としてワンステップ RT－PCRを行った．用い
たプライマー配列と予想される生産物サイズを表 4に示した．48 oC，45分間で 5 ng の total
RNA を逆転写し，2 分間で不活化を行った． 
β- actin遺伝子は 94 oC/ 30秒間，56 oC/ 1分間，68 oC/ 1 分間 33サイクルの条件で RT-PCR
を行った後，68 oCで 7 分間処理し PCR産物を安定化させた．また，Pgr遺伝子は 94 oC/ 30
秒間，60 oC/ 1 分間，68 oC/ 1 分間を 35 サイクルの条件で RT-PCRを行い，68 oCで 7 分




自然周期区で採卵された COCを 20 mIU/ml FSH のみ，20 mIU/ml FSH + 1 IU/ml hCG，200 
mIU/ml FSHのみ，200 mIU/ml FSH + 1 IU/ml hCGの 4つのホルモン添加条件にランダムに
ふり分けて IVMを行った．各培地で IVMを行い，培地中の P4濃度とMII率を求めた．
【実験 2】 
FSH投与周期区において 200 mIU/ml FSH + 1 IU/ml hCGのホルモン添加条件で IVMを行
い，培地中の P4濃度測定を行った．一部は P4分泌の経時変化を測定するために，培養 20 時





グし，第二章において卵丘細胞層数が 5層以上のものをグレード A COC，3層以上のもの
39 
をグレード B COCと分類したが，第三章においてはこれらを Good morphologyグループと
分類し，卵丘細胞層数が 2層以下のグレード C COCを Poor morphology COCとして 200 
mIU/ml FSH + 1 IU/ml hCGの条件で IVMを行い，それぞれが培養終了時（約 44 時間時点）
に分泌した P4濃度を比較した．また 200 mIU/ml FSH + 1 IU/ml hCG + 20 ng/ml P4で Good
morphology および Poor morphologyの COCを IVMし，培養後のMII率，受精率，桑実期胚
到達率，胚盤胞期胚到達率の比較を行った． 
【実験 4】 
Poor morphologyおよび Good morphologyグループの COCに IVMを行い，培養後の卵丘






行った．IVM培地に添加する性腺刺激ホルモン濃度を 20 mIU/ml FSHのみ（n= 6），20 mIU/ml 
FSH + 1 IU/ml hCG（n= 12），200 mIU/ml FSHのみ（n= 4），200 mIU/ml FSH + 1 IU/ml hCG
（n= 6）と四つのホルモン添加区に区分し，各区の培養終了（約 44時間）後の P4分泌濃度
とMII率を比較した（図 5）． 
MII率は，20 mIU/ml FSH区が 50 %，20 mIU/ml FSH + 1 IU/ml hCG区が 41.7 %，200 mIU/ml 
FSH区が 25 %，200 mIU/ml FSH + 1 IU/ml hCG区が 100 %であった．すべてがMIIへと成熟
した 200 mIU/ FSH + 1 IU/ml hCGの添加区と 20 mIU/ml FSH + 1 IU/ml hCG区および，200 
mIU/ml FSHのみの区との間に有意差が認められた（P<0.05）． 
また，培養終了後の P4濃度比較を図 5に示した．FSHのみの添加区では，P4濃度が低く
（20 mIU/ml FSH区: 9.3 ± 4.5 ng/ml; 200 mIU/ml FSH区: 5.1 ± 1.8 ng/ml），FSHに加え hCG
を添加した場合，20 mIU/ml，200 mIU/mlの両 FSH添加濃度で P4濃度は上昇した（20 mIU/ml
FSH + 1 IU/ml hCG区: 24.4 ± 9.5 ng/ml; 200 mIU/ml FSH + 1 IU/ml hCG区: 23.3 ± 3.0 ng/ml）．
特に 200 mIU/ml FSH + 1 IU/ml hCG区においては，hCG無添加区と比較して P4分泌濃度が
有意に高い結果となった（200 mIU/ml FSH + 1 IU/ml hCG区 vs. 200 mIU/ml FSH区: P<0.01）．
ここで，20 mIU/ml FSH + 1 IU/ml hCG区と 200 mIU/ml FSH + 1 IU/ml hCG区の P4濃度の平
均値は同程度であったが，200 mIU/ml FSH＋1 IU/ml hCG区の培養終了時の P4濃度は，すべ
てが 10 ng/ml以上であったのに対し，20 mIU/ml FSH ＋1 IU/ml hCG区では半数（6/12）が
10 ng/ml未満であり COCによって P4濃度のばらつきが著しい結果となった．
【実験 2】 
FSH投与周期区において，200 mIU/ml FSH + 1 IU/ml hCGの性腺刺激ホルモン添加条件で
IVMを行った（n= 10）．膨潤し，かつMIIであった COCにおける 20時間時点と培養終了
後（約 44時間時点）の P4濃度を比較した（図 6）．その結果，培養開始 20時間時点でも






± 6.3 ng/ml）は，卵丘細胞が膨潤せずにMIIであった区（3.3 ± 6.3 ng/ml），あるいはMI，
GV区（8.2 ± 0.8 ng/ml）よりも P4分泌量は有意に高値を示した（P<0.05）．また，MIと









グし，卵丘細胞層数が 3層以上の COCを Good morphologyグループ（n= 31），2層以下を
Poor morphology COC（n= 22）として，200 mIU/ml FSH + 1 IU/ml hCGの性腺刺激ホルモン
添加条件において，それぞれの培養終了時（約 44時間時点）の P4濃度を比較した（表 6）．
さらに，培養系への P4添加の有無により卵丘細胞の膨潤状態，MII率，受精後の胚発生能
を比較した（図 8）．  
200 mIU/ml FSH + 1 IU/ml hCGの性腺刺激ホルモン添加条件において，培養終了後の P4
分泌は，Good morphologyグループでは 39.2 ± 12.8 ng/ml，Poor morphology COCでは 9.7 ± 1.3 
ng/mlとなり，Good morphologyグループと Poor morphology COCの間に有意差が認められ
た（P<0.05）．卵丘細胞の膨潤した COCの割合は，有意差は認められないものの Good 
morphologyグループで高い傾向を示した．採卵時の卵丘細胞層数により受精後の発生能が
異なることが第二章で示されたが，採卵時の卵丘細胞層数の違いにより，培養終了後の卵
丘細胞の膨潤や P4分泌能にも影響することが示された．これらから，Poor morphology COC
では培地中の COCが分泌する P4濃度が不足していると考えられた．
採卵時 COC形態により IVM後の P4分泌が異なることが示されたため，200 mIU/ml FSH +
1 IU/ml hCGを添加した培養区に，20 ng/ml P4の添加もしくは無添加で IVMを行った．そし
て，採卵時 COCの卵丘細胞層数によるグレーディングにより IVM後の MII率や IVF後の
受精率，桑実期胚到達率，胚盤胞期胚到達率の比較を行い，カイ二乗検定を行った．その
結果，形態良好な Good morphologyグループの COCでは P4添加により 68 %から 84 %へと
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MII率は上昇したものの，有意差は認められなかった．しかし，受精以降の各胚発生率，特
に桑実期胚到達率（P4 無添加 39 % vs. P4 添加 14 %: P<0.05），胚盤胞期胚到達率（P4 無添
加 32 % vs. P4添加 8 %: P<0.01）は有意に減少した（図 8-2）．Poor morphology COCでは
P4添加によりMII率・各胚発生率が上昇し，特に受精率では有意差が認められた（P4無添
加 36 % vs. P4添加 68 % : P<0.05）（図 8-1）．卵丘細胞層数が少なく，P4分泌が少ない Poor
morphology COCに IVMの培養開始時点で P4を添加することにより，受精後の胚発生率が
向上したが，P4分泌が十分な Good morphologyグループでは，IVMへの P4添加により，胚
発生率が低下する結果となった．  
【実験４】 
性腺刺激ホルモン添加条件 200 mIU/ml FSH + 1 IU/ml hCG区において，培養終了後（約
44時間後）の Poor morphologyと Good morphologyグループの COCと採卵前 hMG・hCG投
与を行った体内成熟卵において，それぞれの卵丘細胞から，mRNAを採取し，P4 受容体の
発現を RT-PCRにより検出した（図 9）． 
これらの PCR 産物に電気泳動を行うと， Poor morphology COC，Good morphology グ
ループと体内成熟卵のいずれの卵丘細胞においても電気泳動により約 250 bp 付近にバン
ドが認められ，シーケンスにより 254bp の P4 受容体であることを確認した．この結果，






子として卵成熟，排卵に関与することが明らかになってきた（Richards, 2001; Park et al., 2004; 
Conti et al., 2006; Fan et al., 2009）．こうした二次因子の一つであるP4について，P4受容体の
ノックアウトマウスでは排卵が阻害され（Lydon et al., 1995），ラットでは，体内にP4中和
抗体を投与した場合，MIIへの卵成熟が阻害されることが報告されている（Mori et al., 1983）．
体外培養においてもP4受容体のantagonistと培養した場合，卵丘細胞は膨潤せず，胚盤胞期
胚到達率も著しく低下したことが報告された（Shimada et al., 2004 a,b）．また，ブタ卵にお
いてFSH，LHを添加してCOCを単独培養した場合，卵丘細胞によって分泌されるP4分泌量
の不足からGVBDの遅延が起こり，P4を培養系に添加することでGVBDの遅延が回復できた
ことが報告されている（Yamashita et al., 2003）．これらの事実から体内と同様に体外培養に
おいても卵成熟，受精後の発生能についてP4が関与していることが示唆された．したがって
本研究では，培地中へP4分泌を促進できるFSH，LH濃度の検討と第二章で発生能の低かっ
たグレード C COCをPoor morphology COC，卵丘細胞層数が3層以上であったCOCをGood 
morphplogy グループとして，Poor morphology COCの受精後の発生能を向上させるために
IVMへのP4添加による培養条件の検討を行った．
P4はP450 sccと3βHSDの二つの酵素によってコレステロールから合成され（Simpson et al.,
1967; Goldschmit et al., 1989; Strauss et al., 1991），これらの酵素遺伝子が排卵過程で卵丘細
胞上に発現することが報告されている（Richards et al., 1994）．また，卵丘細胞ではde novo
合成によりコレステロールからP4合成を行うことが報告されている（Yamashita et al., 2005）．
さらに，P4はFSH単独添加による培養よりも，FSH，LHの両者を添加した場合でその分泌量





FSH + 1 IU/ml hCG区 vs. 200 mIU/ml FSH区: P<0.01）．培地中にCOCから分泌されたP4は，
20 mIU/ml FSH + 1 IU/ml hCG区: 24.4 ± 9.5 ng/ml，200 mIU/ml FSH + 1 IU/ml hCG区: 23.3 ± 3.0 
ng/mlと培地に添加したFSH濃度による差は見られなかったが，培養終了後のMII率は20 
mIU/ml FSH + 1 IU/ml hCG区で41.7 %であったのに対し，200 mIU/ml FSH + 1 IU/ml hCG区で
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は100 %と，すべてがMIIへと成熟した．P4分泌量において，20 mIU/ml FSH + 1 IU/ml hCG
区と200 mIU/FSH + 1 IU/ml hCG区の間に有意差は見られなかったが，前者において培養を
行ったCOC 12個の内，6個はP4分泌濃度が10 ng/ml未満であり，その内5個が未成熟卵であっ
た．このため，20 mIU/ml FSH + 1 IU/ml hCG区では，COCによってはFSH添加濃度が不足し，
分泌されるP4量が低いため，200 mIU/ml FSH + 1 IU/ml hCG区に比べ，MII率が低かったと考
えられた．これらから，ヒトIVMにおいて性腺刺激ホルモンの添加条件として200 mIU/ml 
FSH + 1 IU/ml hCG区が適していると考えられた． 
 卵丘細胞はヒアルロン酸等の細胞外マトリックスを卵丘細胞間に蓄積し，その複合体の
体積が増大し，膨潤する（Dekel et al., 1979）．マウスCOCにおける体外培養では卵丘細胞
の膨潤はFSH，LH刺激により生産されたEGF like factorによって誘起されること，AREG，
EREGの発現はPGEやP4により誘導されることが報告されている（Shimada et al., 2006）．ブ
タCOC培養系において，RU486を添加培養後は，卵丘細胞の膨潤が抑制され，胚盤胞期胚到
達率が有意に減少すると報告されている（Shimada et al., 2004c）．さらに培養系にP4を添加
した培養系で，卵丘細胞の膨潤が促進され，胚盤胞期胚到達率が増加したと報告されてい
る（Kawashima et al., 2008）．これらから，体外培養において，EGF like factorを介して行わ
れる卵丘細胞の膨潤は，培地中のP4濃度に依存し，卵丘細胞の膨潤したCOCで発生能が高い








本章実験3においてGood morphplogy グループとPoor morphology COCの培養終了後のP4濃
度と卵丘細胞が膨潤したCOCの割合を比較すると，卵丘細胞の膨潤については差がなかっ
た．しかし，P4濃度はPoor morphology COCが著しく低く，ヒトCOCのP4分泌は付着した卵
丘細胞の数に依存することが明らかになった（Good morphplogy グループ: 39.2 ± 12.8 ng/ml; 








時点で10 ng/mlのP4濃度であった（図 6）．Good morphplogy グループ（39.2 ± 12.8 ng/ml）
とPoor morphology COC（9.7 ± 1.3 ng/ml）のP4濃度の差が約30 ng/mlであったこと，Yamashita






においてIVM系にP4を添加することは，ブタと同様に（Yamashita et al., 2003），IVMによっ
て得られた成熟卵の発生能を向上させたと考えられた．しかし，Good morphplogy グループ
ではMII率は増加したものの，桑実期胚到達率，胚盤胞期胚到達率は有意に減少した．Good 
morphplogy グループではPoor morphology COCに比べ，培地中に分泌したP4濃度は有意に高
かったことから，更なるP4添加により培地中のP4濃度が過剰であったことが考えられた．発
生能が低下したGood morphplogy グループのP4添加区において一部のCOCに対し培地中P4





20 ~ 40 ng/mlが適切ではないかと予想される． 
P4は卵丘細胞の増殖を抑制し，膨潤を促進することが報告されており（Okazaki et al., 2003），
体外培養時に培地中に分泌されたP4はP4受容体を介して卵丘細胞に作用する．P4受容体は二
種類のスプライシング変異体（PR-AとPR-B）が存在し（Kraus et al., 1993; Mulac-Jericevic et 
al., 2000, 2003），ブタCOCの培養において，FSH添加により培養後すぐにPR- Bが出現し，そ
の後，PR- Aが出現する（Shimada et al., 2004 a,b,c）．PR-AはLH受容体の形成や，卵丘細胞の





以上の結果より，ヒトIVMにおいては，①性腺刺激ホルモンの添加条件，200 mIU/ml FSH 











合的に体外培養における胚の生産性が向上するとの報告もあり（Kishida et al., 2004; Marques 






















両COCの間で差は認められなかったが， Poor morphology COCでGood morphology グループ
よりもP4分泌濃度は有意に低かった．実験4よりP4受容体はPoor morphology COCおよびGood
morphology グループの両者における卵丘細胞で発現が確認されたため，培地中のP4濃度の































6 phosphate dehydrogenase をコードする G6pdxの発現量は eCG非投与と比較し，eCG投与
後 24時間で有意に上昇し，eCG投与後 24時間と比較し，eCG投与後 48時間時点におい














成熟することで，体外受精胚移植により，妊娠率は 52.6 %と他の報告の妊娠率（4～25 %）
よりも高い成績を得ることができた．さらに，未成熟卵を卵丘細胞の付着により形態的に
分類することで，形態良好な COCには 200 mIU/ml FSH，1 IU/ml hCG添加培地を用いるこ







BMP15: bone morphogenetic protein 15 
CDK1: cyclin dependent protein kinase type I 
COC: cumulus oocyte complex 
COX-2: cyclooxygenase 2 
E2: estradiol 
eCG: equine chorionic gonadotropin  
EGF: epidermal growth factor 
EGFR: EGF receptor 
EP2: prostaglandine receptor 
FSH: follicle stimulating hormone  
GDF9: growth differentiation factor 9 
GnRH: gonadotoropin releasing hormone 
G6PDH: glucose 6 phosphate dehydrogenase 
GV: germinal vesicle  
GVBD: germinal vesicle breakdown 
hCG: human chorionic gonadotropin 
hMG: human menopausal gonadotropin 
Hx: hypoxanthine 
IVF: in vitro fertilization  
IVM: in vitro maturation 
LH: luteinizing hormone 
MI: metaphase I 
MII: metaphase II 
NPPC: natriuretic peptide precursor type C 
NPR2: NPPC receptor 
P4: progesterone  
PDF3B: phosphodiesterase type III B 
PGR: progesterone receptor 
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PGE2: prostaglandin E2 
PKA-CREB: protein kinase A - cAMP responsive element binding protein 
PRPP: phosphoribosyl pyrophosphate 
PVP: polyvinylpyrrolidone 
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